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RESUMO

A producdo avicola desempenha um papel crucial no atendimento a crescente
demanda global por proteina animal, mas enfrenta desafios significativos
relacionados a seguranca alimentar. A presenca da bactéria patogénica
Salmonella Heidelberg em rebanhos avicolas € uma ameaca persistente tanto para
a saude publica quanto para a economia. Esta cepa de Salmonella é conhecida
por sua capacidade de causar infeccoes em aves e humanos, representando um
sério risco. O objetivo central deste projeto é realizar uma avaliagdo ampla da
prevaléncia da Salmonella Heidelberg em aves de criagcdo, bem como investigar
sua interacdo com os tecidos-alvo, incluindo bacos e tonsilas, por meio da analise
de laminas histolégicas para obter uma caracterizacdo detalhada do agente
patogénico. Para atingir esse objetivo, serdo coletadas amostras de aves
saudaveis e também de aves desafiadas com Salmonella Heidelberg. Além disso,
serdo investigados fatores de risco associados a disseminagéo da bactéria entre
aves de corte e poedeiras. A andlise de laminas histologicas desempenhard um
papel crucial na compreensao da Salmonella Heidelberg, fornecendo informacdes
detalhadas sobre como a bactéria interage com os tecidos das aves. Isso
possibilitard uma compreensdo mais profunda dos mecanismos de infec¢do e
patogenicidade. Além disso, o projeto avaliarda o impacto econémico e de saude
publica da presenca da Salmonella Heidelberg nas cadeias de producdo de
alimentos. Os resultados deste estudo serdo de grande valor para a induastria
avicola, reguladores governamentais e a comunidade cientifica. Eles contribuirdo
para o desenvolvimento de estratégias de controle mais eficazes, melhorando a
seguranca alimentar e reduzindo o risco de infec¢des alimentares causadas pela
Salmonella Heidelberg. Os resultados obtidos foram satisfatérios devido ao fato de
conseguir-se notar aumento significativo de linfécitos em laminas desafiadas pela
do que as laminas ndo desafiadas, concluindo que a bactéria provoca drasticas
alteracdes histolégicas no organismo do animal.
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1. INTRODUCAO

A intensificacdo da producao de frangos de corte proporcionou ao Brasil
ocupar lugar de destaque no ranking mundial de maiores produtores e
exportadores de carne de frango. Entretanto, a intensificacdo na produtividade tem
como Onus a alta densidade de animais dentro dos galpfes de criacao,
submetendo-os as condi¢cdes extremas de saude, em que a propagacdo de
microorganismos patogénicos € facilitada (ALMEIDA, 2018).

Visto isso, doencas como a Salmonelose acabam se propagando com maior
facilidade, estas bactérias acabam sendo de relevancia para o Programa de
Nacional de Sanidade Avicola brasileiro, consolidado em 1994 pelo MAPA pois
além de serem patégenos que acometem 0s animais, também sédo conhecidos por
causarem transtornos a saude humana, sendo, portanto, um relevante problema
de saude publica, até mesmo em paises bem desenvolvidos, gerando impactos na
sociedade e na economia avicola (ALMEIDA, 2018).

Ademais a Salmonela é bacilo gram negativo que possui diversos tipos de
sorovares, trazendo destaque para Salmonella Heidelberg, que tem se mostrado
mais frequente na avicultura em diversos paises, como o Sul do Brasil, sendo este
um dos sorovares mais reportados em humanos e causando diversos sintomas
como, dor abdominal, febre e diarreia, podendo levar a uma intoxicagéo alimentar
e em casos raros, pode provocar graves infec¢des e até mesmo a morte. Portanto,
sendo necessaria maior atencéo estudos sobre este patdgeno (ALMEIDA, 2018).

A industria avicola desempenha um papel crucial na producéo de alimentos,
contribuindo significativamente para a oferta global de proteinas de alta qualidade.
No entanto, a presenca da bactéria Salmonella Heidelberg representa uma
ameaca substancial & saude publica e & seguranca alimentar, uma vez que essa
cepa de Salmonella é frequentemente associada a casos de infec¢des alimentares
em humanos. A gravidade das infec¢des por Salmonella Heidelberg reside na sua
resisténcia a antibidticos comuns, o que aumenta a dificuldade de tratamento e
pode levar a complicagdes graves.

Além dos impactos em humanos, a infeccdo por Salmonella Heidelberg
também pode afetar o bem-estar das aves de corte. A compreensdo das
alteracdes histologicas nos tecidos das aves é fundamental para implementar

medidas de manejo que minimizem o sofrimento dos animais e promovam o bem-



estar animal.

Este projeto propde-se a avaliar as alteracdes histoldgicas em frangos de
corte desafiados com Salmonella Heidelberg, com o objetivo de contribuir para um
entendimento mais profundo dos efeitos dessa bactéria nas aves, para que possa
facilitar os estudos, além de possibilitar o tratamento e prevencdo dessa zoonose.

O objetivo geral € avaliar alteracdes histoloégicas em aves de corte que
foram identificadas a infeccdo por Salmonella Heidelberg. Ja& os objetivos
especificos se caracteriza em coletar amostras de tecidos de frangos de corte
desafiados e ndo desafiados com Salmonella Heidelberg, realizar analises
histol6gicas detalhadas dessas amostras e comparar os resultados histolégicos

entre os grupos desafiados e nao desafiados.



2. FUNDAMENTACAO TEORICA

A Salmonella Heidelberg é um bacilo Gram negativo, aerdbio facultativo e
ndo formador de esporos que se comporta como patégeno intracelular facultativo,
do Filo Proteobacteria, classe Gammaproteobacteria, ordem Enterobacteriales,
familia Enterobacteriaceae, cuja principal forma de transmisséo € pela via fecal-
oral sendo que a Salmonella Heidelberg é identificada em diversos locais dentro do
ambiente de producéo avicola, abrangendo elementos como &gua, solo, racédo e
as proprias instalacoes.

A contaminacdo ambiental representa uma fonte recorrente de infeccéo,
uma vez que as aves entram em contato com as fezes ou secre¢des que contém o
mencionado patdgeno. Adicionalmente, a presenca de aves portadoras
assintoméaticas desempenha um papel significativo na propagacédo da Salmonella
Heidelberg. Algumas dessas aves, aparentemente saudaveis, podem alojar a
bactéria em seus tratos gastrointestinais e elimina-la nas fezes.

Consequentemente, o contato direto ou indireto com esses animais pode
resultar na transmissao da infeccdo. As instalacdes destinadas a producéo avicola,
como galpdes, equipamentos e sistemas de transporte, tém o potencial de serem
reservatérios para a Salmonella Heidelberg. Se esses ambientes ndo forem
adequadamente higienizados e mantidos, existe o risco de que as aves sejam
expostas ao patégeno.

Embora menos frequente, a transmisséo vertical da Salmonella Heidelberg
também é possivel, com maes infectadas transmitindo a bactéria para seus ovos.
Essa rota pode resultar em pintinhos infectados desde o momento do nascimento.
N&o menos importante, vale mencionar que os seres humanos podem igualmente
desempenhar o papel de vetores na disseminacdo da Salmonella Heidelberg.

Isso ocorre quando pessoas, incluindo funcionarios de granjas, entram em
contato direto ou indireto com o patdgeno e, em seguida, transportam-no da
producdo avicola para outros locais. Isso pode ser observado, por exemplo,
guando funcionarios da granja ndo adotam medidas apropriadas de higiene
pessoal e praticas de biosseguranca adequadas.

Conforme o esquema de Kauffman-White, mais de 2.500 sorovares de
Salmonella sdo classificados de acordo com seus antigenos, H (flagelar), O

(somatico) e ocasionais. Vi (capsular), sendo que o sorovar Heidelberg é citado



como o terceiro isolado mais comum na industria avicola canadense e o quarto
mais comum nos Estados Unidos.

Dependendo do sorovar envolvido, da quantidade inoculada, dos fatores de
viruléncia expressos pelo agente e do estado imunolégico do hospedeiro, a
Salmonella pode causar infec¢cdes que variam de gastrointestinais leves a uma
infeccdo sistémica. No entanto, para poder desenvolver a doenca, ela deve estar
no ambiente certo para poder se estabelecer, replicar e expressar seus fatores de
viruléncia (SCHWARTZ, 2000).

A patogenia da Salmonella Heidelberg engloba uma série de eventos
complexos que ocorrem desde a entrada do patdégeno no organismo hospedeiro
até o desenvolvimento da infeccdo. Inicialmente, o processo de infeccdo é
desencadeado pela adesédo das bactérias da Salmonella Heidelberg a superficie
das células epiteliais do trato gastrointestinal do hospedeiro. Nesse sentido, a
Salmonella utiliza estruturas especializadas, tais como fimbrias e proteinas de
adesdo, para promover sua fixacdo as células hospedeiras (OCHOA &
RODRIGUEZ, 2005).

Uma vez estabelecida a adesé&o, a bactéria inicia o processo de colonizagéo
da mucosa intestinal. Esse estagio é seguido pela capacidade intrinseca da
Salmonella Heidelberg de invadir as células do epitélio intestinal, por meio de um
mecanismo que implica a insercdo de proteinas na membrana da célula
hospedeira, permitindo, assim, sua entrada no interior da célula. Vale ressaltar que
essa invasao representa um passo critico para o estabelecimento efetivo da
infeccdo (OCHOA & RODRIGUEZ, 2005).

Com a bactéria agora dentro das células hospedeiras, a Salmonella
Heidelberg inicia sua replicacédo, formando compartimentos intracelulares seguros
conhecidos como "vacuolos fagossémicos". Esse ambiente protegido permite que
a bactéria sobreviva e se multiplique, evitando as defesas do sistema imunolégico
do hospedeiro (OCHOA & RODRIGUEZ, 2005).

A infeccado por Salmonella Heidelberg pode resultar em lesdes no epitélio
intestinal, dando origem a sintomas clinicos, tais como diarreia, dor abdominal,
febre e, em casos mais graves, desidratacdo. A gravidade desses sintomas pode
variar consideravelmente, dependendo do sorovar especifico da Salmonella, da
dose infectante e do estado de salde do hospedeiro (OCHOA & RODRIGUEZ,
2005).



Por fim, é importante mencionar que, em determinadas situacdes, o
hospedeiro pode conseguir eliminar a infeccdo por Salmonella Heidelberg,
enquanto em outros casos, a bactéria persiste no organismo por um periodo
prolongado, tornando-se uma fonte crénica de infeccdo ou resultando em um
estado de portador assintomatico.

Dessa forma, a capacidade da Salmonella de resistir aos mecanismos de
defesa do hospedeiro como, por exemplo, pH estomacal, temperatura elevada,
baixa tensdo de oxigénio (O,), hiperosmolaridade, acdo da bile e peristaltismo,
baseia-se na capacidade de modular seus genes de viruléncia em resposta a estas
condi¢cdes (OCHOA & RODRIGUEZ, 2005).

A interacdo do agente com o epitélio, além da invasao, resulta também na
producdo de moléculas sinalizadoras pelas células epiteliais. A producéo de IL-8 e
do quimio-atrator epitelial induzido por patégeno, pelas células epiteliais, estimula
inflamacéo e migracéo de leucdcitos, que por sua vez, produzem prostaglandinas.
No entanto, somente a invasdo das células da mucosa ndo € suficiente para
causar diarreia, possivelmente a producdo de enterotoxinas também seja
responsavel ou contribua para o estabelecimento do quadro (DARWIN & MILLER,
1999).

O tratamento da infeccdo por Salmonella Heidelberg envolve principalmente
cuidados de suporte e, em casos graves, 0 uso de antibioticos. Essas medidas
visam aliviar os sintomas e prevenir complicacées, adaptando-se a gravidade da
infeccdo e as necessidades do paciente. E essencial manter uma hidratac&o
adequada, especialmente em criancas e idosos, controlar sintomas como febre e
dor abdominal com medicamentos apropriados.

O tratamento da infeccdo por Salmonella Heidelberg em animais, como
aves de criacdo, envolve uma abordagem multifacetada. Inicialmente, é crucial
isolar os animais doentes e implementar quarentenas para impedir a disseminagao
do patdgeno. A manutencdo de um ambiente higiénico, incluindo a limpeza regular
de instalacdes e a eliminacao apropriada de fezes, é essencial.

Além disso, medidas de controle de vetores, 0 uso criterioso de antibioticos
sob supervisdo veterinaria, 0 acompanhamento profissional regular e, em algumas
situacdes, as vacina¢gdes podem ser adotadas de acordo com o medico veterinario
responsavel. A prevencao, através de praticas de manejo adequadas e medidas

de biosseguranca, permaneceg como a estratégia principal para o controle eficaz



da Salmonella Heidelberg em animais.

Além de ser prejudicial ao homem e aos animais, a Salmonella é importante
destacar que a infeccdo por Salmonella Heidelberg ndo afeta apenas a saude
humana e animal, mas também tem implicagbes econdmicas significativas.
Epidemias de infec¢des alimentares associadas a produtos avicolas contaminados
podem resultar em recalls massivos de alimentos e interrupcdes na cadeia de
abastecimento, gerando custos substanciais para a industria alimenticia e afetando
a confianca dos consumidores.

Portanto, a pesquisa que propomos realizar, avaliando as alteracdes
histolégicas em frangos de corte desafiados com Salmonella Heidelberg, nao
apenas contribuira para um melhor entendimento dos mecanismos patogénicos
dessa bactéria em aves, mas também teré implicacfes praticas importantes para a
indUstria avicola, a seguranca alimentar e a saude publica, ao fornecer dados

valiosos para o desenvolvimento de estratégias de controle mais eficazes.
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3. METODOLOGIA

3.1 Exames histopatolégicos

Fragmentos dos rins, figado, tonsilas cecais duodeno e jejuno serdo
coletados e processados de acordo com a metodologia convencional de Luna
(1968).Apos serem fixadas por 24h em solucdo de formalina neutra tamponada a
10%, os fragmentos serdo recortados, acondicionados em cassetes e identificados.
Em seguida, serdo lavados em agua corrente para retirada de excessos de
pigmentos de formol e posteriormente desidratados em &lcool etilico em série
crescente, desde 70% até alcool absoluto.

Posteriormente, proceder-se-a a clarificacdo com xilol e impregnacdo em
parafina histolégica, com ponto de fusdo a 56 °C. Os fragmentos de 5,0 mm seréo
incluidos em blocos de parafinas histoloégicas, seccionados a 5,0 ym em micrétomo
rotativo, marca American-Optical, modelo Spencer-820, utilizando navalhas
descartaveis, laminados, e coradas pelo método de Hematoxilina — Eosina (HE),
sendo as laminas lidas em microscopio 6ptico de campo claro, marca Carl Zeiss,
modelo JENAVAL.

3.2 Contagem de linfécitos em 6rgaos linféides secundarios

Para a contagem de linfcitos serdo colhidos fragmentos de baco e tonsilas
cecais de aves diagnosticadas com Salmonella Heidelberg, os quais seréo fixados
em formalina tamponada a 10%, durante 24h, processados e incluidos em parafina.
Em seguida, serdo confeccionados cortes de 5um, que serdo distendidos sobre
laminas histoldgicas e corados por hematoxilina e eosina (HE). Para a contagem
dos linfocitos sera utilizada a técnica de planimetria por contagem de pontos, sendo
o numero de campos fotografados de cada amostra determinado por meio de média
acumulada, de acordo com o proposto por Williams (1977).

Para isso, serdo capturadas as imagens de 10 campos de cada um dos
fragmentos de baco e tonsila cecal de cada animal com campo de aumento de 40x,
para a posterior contagem dos linfécitos, realizada com o auxilio do software Image
J. Um reticulo quadrangular composto por 25 pontos serd sobreposto a imagem
histologica digital e apenas serdo contados os linfocitos nas intersecg¢des presentes
no campo visual. Os linfocitos contados no baco e tonsila cecal serdo classificados
quanto ao grau de proliferacdo e classificados em ausente: menos de 10% de
aumento de linfocitos; discreto: entre 10,1 a 20% de proliferagdo de linfocitos;
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moderado: entre 20,1 a 40% de proliferacdo de linfocitos e acentuado: acima de
40.1% de proliferacéo de linfécitos. Preliminarmente, sera realizada a contagem dos
linfécitos no bacgo e tonsilas cecais do grupo controle, obtendo-se a média para
efeito de comparacéo e referéncia na determinagédo do grau de aumento linfoide

nos 6rgdos dos animais inoculados.

3.3 Metodologia atual

Foram-se utilizadas amostras, previamente coletadas em 2018, pela
orientadora deste projeto, ja conservadas e fixadas em formalina para manter suas
estruturas preservadas, visto que as amostras consistiam em pedacos de tecido do
baco e das tonsilas de aves de corte sadias e aves de corte desafiadas pela
Salmonella Heidelberg. ApGs receber as amostras, foi-se realizada a confeccéo
das laminas histoldgicas, na qual se constitui os seguinte passos: desidratacao,
inclusdo para realizar os cortes, montagem em laminas secas com resina para
aderir o tecido ao vidro, utilizacdo de corante para a visualizagdo, hematoxilina
eosina e, entdo, realizacdo da montagem final para prosseguir com a microscopia,
onde as laminas histolégicas preparadas séo, por conseguinte, examinadas ao
microscopio para andlise e documentagdo das caracteristicas histolégicas do
tecido.

Ao todo foram viaveis 37 laminas histoldgicas, divididas em 4 grupos, bacos
desafiados e bacos ndo desafiados, tonsilas desafiadas e tonsilas ndo desafiadas.
Nesse sentido, obtivemos 11 laminas da amostra de bagco das aves desafiadas
pelo agente e 8 laminas do baco das aves ndo desafiadas, bem como as tonsilas
obtivemos 11 laminas das aves desafiadas e 7 laminas das aves nédo desafiadas.

As analises foram realizadas no laboratério, ofertado pelo Labocien
Uniceub, aonde foram tiradas 10 fotos de diferentes quadrantes pelo microscépio
de cada uma das laminas, onde posteriormente foi executada a contagem de
linfécitos em cada imagem de forma manual, para ndo gerar enviesamento as
analises foram feitas, de modo ha preservar a contingéncia do estudo sobre a
caréncia ou ndo da bactéria sobre as respectivas laminas. Vale ressaltar que os
dados obtidos foram organizados em uma planilha Excel para serem utilizados nas
estatisticas e, por fim, gerarem os devidos resultados.

Para analisar os dados de contagem de linfocitos nas laminas sera utilizado

teste descritivo considerando a frequéncia encontrada nas variaveis, sendo



12

submetidos a andlise de variancia (ANOVA). As médias serdo comparadas pelo

teste de Tukey a 5% probabilidade.
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4. RESULTADOS E DISCUSSAO

Foi realizado uma analise de variancia (ANOVA) e teste de Tukey, para
comparar as médias entre os tratamentos abaixo. Foi considerando 0,05 para o P-
value (Tabela 1). Entre os grupos de aves desafiadas foi encontrado maior
presenca de linfécitos no baco. Porém, entre os grupos de aves ndo desafiadas
ambos apresentaram numero de linfocitos semelhantes.

Quando comprados todos os grupos, os ndo desafiados apresentaram
menor numero de linfécitos no bacgo e tonsilas, em seguida, no grupo das aves
desafiadas onde foi analisado o numero de linfécitos nas tonsilas foi encontrado
84,83 unidades em média, por ultimo, o grupo das aves desafiadas em que foi
analisado o numero de linfécitos no baco apresentou o maior nimero de unidades
200,83 unidades.

Tabela 1. Comparacdo entre as médias dos tratamentos no teste
histoquimico de aves domésticas rusticas melhoradas geneticamente.

Tratamentos Média
desafiados tonsilas 84,83 Ab
desafiados baco 200,83 Bc
nao desafiados tonsilas 64,33 Aa
nao desafiados baco 64,83 Aa
CV 3,287382

p-value 0,000752

Figura 1: Primeiramente lamina 173 de baco desafiado com Salmonella

Heidelberg e ao lado lamina 172 de baco nédo desafiado.
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Figura 2. Primeramente lamina 216 de tonsila desafiada pela Salmonella

Heidelberg e ao lado lamina 228 de tonsila ndo desafiada.
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5. CONCLUSAO

Considera-se que este estudo obteve resultados significativos para o contexto
académico de modo que as analises e fotos autorais realizadas no laboratorio do
Centro Universitario de Brasilia - CEUB séo de relevancia por possuir imagens
exclusivas de laminas histolégicas de aves de corte, visto que, alguns estudos
raramente aprestam fotos de laminas com tais alteracdes, trazendo valor ao projeto
e a comunidade académica.

Ademais, os resultados obtidos até o momento indicam que, entre 0s grupos
de aves desafiadas, ha uma maior presenca de linfécitos no baco. No entanto, entre
0s grupos de aves nao desafiadas, ambos apresentaram numeros de linfocitos
semelhantes. Ao analisar todos os grupos, 0os ndo desafiados apresentaram um
namero menor de linfécitos no baco e nas tonsilas em comparagdo com as aves
desafiadas.

Especificamente o grupo de aves desafiadas que teve o nimero de linfécitos
nas tonsilas foi em média de 84,83 unidades, enquanto o grupo de aves desafiadas
que teve o numero de linfocitos no baco apresentou a maior média, com 200,83
unidades. Concluindo-se que a Salmonella Heidelberg pode provocar o aumento de
linfécitos nos tecidos indicando a inflamacéo e resposta imunolégica no organismo
das aves de corte, tendo o0 baco como local alvo da inflamacéo.

Por fim, o estudo sobre a salmonela deve estar atualizado conforme os anos
de modo que o incentivo de novas pesquisas sobre o assunto, corrobore com a
compreensao da importancia e impacto da doenca, tanto na saude publica, quanto
na economia do pais. Isso se deve pois o0 Brasil € um grande produtor de produtos
de origem animal, sendo de extrema relevancia a atuacao do médico veterinario na
area de producédo e pesquisas pois garante a seguranca alimentar dos consumidores

e mantem tanto a salde como o bem-estar humano e animal.
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